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caracteristiques physico-chimiques propres et leur aptitude a interagir avec les 
effecteurs du systeme immunitaire. Malgre les applications potentielles importantes 
dans le domaine du diagnostic, de la vaccination ou de l'immunomodulation, et 
l'etendue des connaissances de ces analogues acquises dans des domaines chimique et 
pharmacologique, les pseudopeptides sont encore peu utilises en immunologic. 

La presente invention a pour but de fournir des analogues peptidiques resistants 
aux enzymes de d6gradation, et capables de mimer l'activit6 de divers peptides natifs, 
agents de vaccination ou d'immunomodulation. 

^invention a plus particulierement pour but de fournir des analogues 
peptidiques qui se caracterisent par Introduction de monomeres, ne presentant pas de 
centre chiraux carbones, ce qui permet de s'affranchir des difficult6s liees a la 
synthese asymetrique et aux problemes d'epimerisation. Cette famille ^analogues 
peptidiques constitue une nouvelle classe de peptidomimetiques, dans Iesquels les 
residus (chaines laterales) sont portes par des atomes d'azote chiraux a configuration 
non fixee, ce qui leur confere une grande adaptabilite spatiale. Le positionnement 
correct des peptidomimetiques construits selon ce principe, dans un site enzymatique 
se produit a la fois par le deplacement d'equilibres conformationnel et 
configurationnel. L'action d'un tel compose, d«un point de vue stereocbimique, est 
equivalente a ceUe d'un melange de diastereoisomeres en equiUbre rapide, Interaction 
avec le site enzymatique deplacant 1'equiHbre vers le ou les stereoisomers les plus 
affins. D'autres benefices potentiels peuvent 6galement en resulter, tels que, d'un point 
de vue chimique, une simplification des melhodes de synthese (suppression des 
problemes stereochimiques), et d'autre part, une plus grande resistance de tels 
analogues aux squelettes modifies, vis-a-vis de Taction des peptidases. La synthese 
prealable de ces monomeres, autorise 1'introduction d'une bonne diversit6 de chaines 
laterales, aussi bien en serie proteogenique que non proteog6nique, et done permet de 
moduler dans une certaine mesure, leur affinite et leur lipophilic 

L'invention a egalement pour but de fournir des compositions pharmaceutics 
comprenant de tels analogues peptidiques, ainsi que des methodes de diagnostic in 
vitro de pathologies impliquant les peptides parents dont sont issus ces analogues 
peptidiques, et des kits pour la mise en oeuvre de ces methodes. 

La presente invention a pour objet l'utilisation d'analogues de peptides ou 
proteines parents, ces analogues peptidiques, encore design* peptides hybrides, 
comprenant au moins un residu aza-p 3 -aminoacyle, a savoir : 
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- un r6sidu repondant a la formule (A) sixivante lorsqu'il est sitae en position N- 
terminale, • 



H (A) 



dans laquelle R represente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 
aminoacides, tels que Fmoc (fluor6nyIm6thyloxycarbonyle), Boc (tertio- 
butyloxycarbonyle), ou Z (benzyloxycarbonyle), et R t represente une chatne laterale 
choisie parmi celles des aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (B) suivante lorsqu'il est sitae en position C- 
terminale, 



Lj OH 

H (B) 

r 

dans laquelle R, represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (C) suivante lorsqu'il est sitae dans la chaine 
desdits peptides hybrides, 

N 

H (Q 

dans laquelle R represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

pour la preparation: 

- d'un vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence, dans l'organisme d'un individu, d'une proteine 
exogene ou endogfene, susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans 
le processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, ou 
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- d'un vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies impliquant les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite et/ou 
les recepteurs des cellules T, 

- d'un vaccin ou d'un m6dicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence dans l'organisme d'un individu d'un anticorps 
susceptible d'etre reconnu par un susdit peptide hybride, 

ou pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro des pathologies 
susmentionnees. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee de 
peptides hybrides de formule (I) suivante : 

(I) aar^haa^-aa^^haao-aap 
dans laquelle : 

- aa,, aa, et aa p represented un r6sidu aminoacyle, ou un enchainement de 
residus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- maa m et N^aa,, repr6sentent un r6sidu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou 
un enchainement de r6sidus monomeres aza-p 3 aminoacyles analogues aux residus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la prot6ine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees ci-dessus, suivant qu'ils soient 
respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chatne desdits 
peptides hybrides, et dans lesquelles R t est identique a la chaine latdrale de 
raminoacide initial du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza-p 3 aminoacyles, ' 

- 1, m, n, o, et p repr6sentent zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que Tun au moins de m ou de o soit different de zero, et que le nombre 
minimum de r6sidus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4. 

L'invention concerne plus paruculierement rutilisation susmentionnee de 
peptides hybrides issus de 1> epitope 88-99 de 1'histone H4 a titre de peptide parent et 
correspondant a SEQ ID NO : 1, dont 1'un au moins des aminoacides initiaux 'est 
substitue par un residu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un 
medicament, ou vaccin, destin6 a la prevention ou au traitement du lupus 
erythemateux dissemine. 
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A ce litre l'invention concerne plus particulierement l'utilisation susmentionnee 
de peptides hybrides issus de l'epitope 88-99 defini ci-dessus, et ayant les formules 
suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

88 

H 2 N-Tvr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln.--Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

88 H 2 N-Tyr-AIa-N a -hLeu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-T^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

H 2 N-Tyr-N -hAla-Leu-Lys-Arg-Gki-Gly-Arg-Tnr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ED NO : 5 (ou peptide B): 

88 

H 2 N-Tyr-N a -hAla-l^ 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

HaN-Tyr-Ala-Leu-IST-hLys-Arg-Gln-Gly-Axg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 7 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Ly^^ 

- SEQ ID NO : 8 : ! 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys^ 

- SEQ ID NO : 9 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-L^ - 

-SEQ ID NO: 10: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-:Uu-Ly^^ 

-SEQ ID NO: 11: 

88 H 2 N-1>-Ala-Leu-Lys-Arg-^^ 

L'invention concerne plus particulierement ^utilisation susmentionn6e du 
peptide hybride de formule SEQ ID NO : 2. 

L'invention a egalement pour objet les peptides hybrides comprenant au moins 
un aza-p 3 aminoacide, ces peptides hybrides etant des analogues de peptides ou 
proteines parents, lesdits peptides hybrides comprenant au moins un aminoacide initial 
du peptide ou de la proteine parent. 

A ce titre l'invention concerne plus particulierement les peptides hybrides 
deflnis ci-dessus de formule (I) suivante : 

(I) aarN^haa^-aan-N^aao-aap 
dans laquelle : 
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- aaj, aa n et aap representent un residu aniinoacyle, ou un enchainement de 
r6sidus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- i^haam et N^liaa,, representent un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou 
un enchainement de residus monomeres aza-|3 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-0 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) mentionn6es ci-dessus, suivant qu'ils soient 
respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine desdits 
peptides hybrides, et dans lesquelles R, est identique a la chaine laterale de 
l'aminoacide initial du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza-p 3 aminoacyles, 

- 1, m, n, o, et p representent zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que Tun au moins de m ou de o soit different de zero, que le nombre 
niimmum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule (D soit de 4, et Tun au 
moins de 1, n, ou p soit different de zero. 

L'invention a plus particulierement pour objet les peptides hybrides 
susrnentionnes de formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Ly^^ 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-N a -hLeu^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

88 ' 

H 2 N-Tyr-N a -hAla-Leu-Lys-Arg-Gm-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
25 - SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

88 H 2 N-Tyr-f^-hAIa-N^ 

SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

'HjN-Tyr-Ala-Leu-N"^ 

SEQ ID NO : 7 : 
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88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^to 
- SEQ ID NO : 8 : 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-N a -hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 



-SEQIDN0:9: 

88 H 2 N-Tyi--Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-N a -hArg-Thr^ 
-SEQIDNO:10: 

^N-Tyr-Ala-l^^ 

-SEQIDNO:ll: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Ly S -Axg^ln-Gly-Axg-Thr-I^u-N^ 

I/invention concerne plus parucuuerement encore le peptide hybride tel que 
defuu ci-dessus de formule suivante: 
- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Ax-g-Thr-N a -hL 

LWntion concerne 6gaiement un precede de preparation d'aza-0 3 aminoacides 
caracttrise en ce qu'il comprend une etape de traitement de Hydrazine substitute et 
protegee de formule (D) suivante : 

H 

dans laquelle R reprdsente une chaine lattrale choisie parmi celles des ' 
amxnoacides, le cas echtant prottgee, et GP un groupe protecteur des fonctions 
amines, tels que Boc, Fmoc, ou Z, 

avec de 1'aeide glyoxylique sous agitation en presence de NaBH 3 CN en milieu 

acide, 

ce qui conduit en une etape au compose azap 3 aminoacide de formule 
fj OH 

dans laquelle R et GP sont tels que definis ci-dessus, ledit compost pouvant le 
cas echtant etre deprotege, notamment a 1'aide de HC1, de piptridine, ou d'hydrogene 
palladia afin d'eliminer le groupe GP (Boc, Fmoc, ou Z) et le remplacer par H. 

LWntion concerne plus particulierement les aza-0 3 aminoacides suivants : 

Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-l^hGly-OH), 
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Fmoc aza-J3 3 -Lysine (Fmoc-N a hLys(Boc)-OH), 

Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-^hAspfOtBuJ-OH), 

Fmoc aza-J3 3 -Methionine (Fmoc-J^liMet-OH), 

Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N^hArg (Boc)-OH), 

Fmoc aza-J3 3 -Tyrosine (Fraoc-rm>(OCH 2 OEt)-OH). 

dont les formules sont respectivement les suivantes : 



BocHN. 

H O (CH 2 )< 0 Boc Q 

Fmoc.^ N ^A oH Fmoc^X Fmoc ^»^OH 

H H H 

Fmoc-N a hGly-OH Fmoc-NPhLysfBocVOH Fmoc-N a hAsp(f-Bu)-OH 



MeS x 



BocHN nboc 

T EtOCH 2 0 
(CH 2 ) 2 o HN 



Fmoc >r N -A OH (Cf J 2)3 O ~ , 0 




Fmoc-N a hMet-OH 



H H 



Fmoc-N a hArg(Boc>OH Fmoc-N°=hTyr(CH 2 OEt)-OH 



L'invention concerne egalement les complexes entre un peptide hybride tel que 
d6fini ci-dessus, et un 61ement du complexe d'histocompatibilite majeur (encore 
d6signe complexe MHC-hybride), et eventuellement un recepteur de ceUules T 
(encore designe complexe MHC-hybride-recepteur T). 

L'invention concerne plus particulierement un complexe entre un peptide 
hybride tel que defini ci-dessus, et un recepteur de cellules T. 

L'invention a egalement pour objet une methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associees a la pr6sence dans l'organisme d'un patient, d'une proline 
exogene ou endogene, susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans 
le processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, caracterisee en 
ce qu'elle comprend: 
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- la nuse en contact d% ecbantillon biologiquc provenant dta, patient 
susceptible d'etie porteur fc^ dirig6 ^ ^ ^ ^ 

hybnde tel que defmi ci-dessus, ledit peptide hybride etant issu de tout ou partie de 
lad,te proteine endogene ou exogene, ou issu d^n peptide susceptible d'etre reconnu 
par des anticorps reconnaissaot eux-memes la proteine exogene ou endogene, dans des 
conditions pennettan. la reaction entie les anticorps diriges contie la proteine e, 
susceptible* d'etre presents dans I'echantillon biologique, et le susdit peptide hybride- 

- la detection in vitro du complexe antigene /.anticorps susceptible d'etre forme 4 
l'etape precedence ou 

- la d«ection in vitro d'anticorps circulanta chez le patient par un teat de 
competition en utilisant un anticorps anti-hybride. 

L'invention a egalement pour objet un necessaire ou (a, pour la mise en oeuvre 
■ d une methode de diagnostie in vitro telle que d6finie ci-dessus, comprenant 

- un peptide hybride issu de tout ou partie de la proteine endogene ou exogene 
ou. correspondent a un peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps 
reconnaissant eux-memes la proteine exogene ou endogene, 

- des reactifs pour rendre un milieu apte a la 'formation d'une reaction 
immimologique, 

- dea reactifs pennettant de detector le complexe antigene / anticorps qui a 6.6 
produit a 1'iasue de ,a reaction inununologique, lesdits reactifs contenan. 
eventueUement un marqueur ou e.an. susceptible* d'etre reconnus » ieur tour par un 
rtactif marque, plus parucuUerement dans le caa ou le peptide hybride ou les anticorps 
anti-hybndes susmentionnfe ne sont pas marqu6s. 

Invention concerne egalement les compositions phWaceutiques, notamment 
les vacoms, comprenant au moins un peptide hybride tel que defini ci-dessus en 
assocration ou nou avec un vehicule physiologiquement acceptable 

^invention a plus particulierement pour objet les compositions 
Pharmaceutiques susmentionnees comprenant au moins un peptide hybride to, que 
deflm c-dessus, associe ou non a une molecule porteuse, proteique ou non, pouvant 
mdmre in vivo la pmduction d'antieo^s neutralisant la proteine exogene ou endogene 
recusable de la pathologic, ou induire in vivo une reponse immune cellulaire 
cytotoxique ou auxiliaire. 

^invention concerne egalement les anticorps anu-pepudes hybrides 
polyclonal ou monoclonaux .els qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au 
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moins un peptide hybride defini ci-dessus, lesdits anticorps etant susceptibies de 
former un complexe avec ces peptides hybrides, et/ou avec les peptides ou proteines 
parents corresponds a ces derniers, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent le 
peptide parent ou la proteine parente avec une affinite au moins 6gale a celle presentee 
par les anticorps anti-peptide parent ou anti-prot6ine parente vis a vis du peptide 
parent ou de la proteine parente. 

^invention a plus particulierement pour objet les anticorps anti-idiotypes 
susceptibies de former un complexe avec les anticorps. susmentionnes, tels qu'obtenus 
par immunisation d'un animal avec lesdits anticorps. 

L'invention concerne egalement une methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associees a la presence .dans l'organisme d'un patient d'une proteine 
exogene ou endogene, susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans 
le processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, ladite m6thode 
etant caracterisee en ce qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient 
susceptible d'etre porteur de ladite prot6ine, avec 1'un au moins des anticorps 
susmentionnes, les anticoips etant avantageusement diriges centre un peptide hybride 
issu de tout ou partie de ladite proteine endogene ou exogene, ou 

dans des conditions permettant la faction entre la proteine susceptible d'etre 
P r6sente dans l'echantillon biologique, et les susdits anticorps diriges contre le susdit 
peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'etre form6 a 
1'etape prec6dente. 

L'invention a egalement pour objet un necessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une methode de diagnostic in vitro telle que defmie ci-dessus, comprenant: 

- des anticorps susmentionnes, diriges contre ce peptide hybride; 

- des reactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immunologique; 

- des r6actifs permettant de d6tecter le complexe antigene / anticorps qui a ete 
produit a Tissue de la reaction immunologique, lesdits reactifs contenant 
eventuellement un marqueur ou etant susceptibies d'etre reconnus a leur tour par un 
r6actif marqu6, plus particulierement .dans le cas ou le peptide hybride ou les anticorps 
anti-hybrides susmentionnes ne sont pas marques. 
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L'uwention concerns element les composition pharmaceutiques, notamment 
les vaccms, comprena* au moins un ami-idiotype susmentionne, en association avec 
un vehicule physiologiquement acceptable. 

L'invention a pius particulierement pour obje, les compositions 
pbarmaceutiques susmentionnees comprenant au moins ua anti-idiotypc M que de&u 
ct-dessus, associe a one moMcuie porteuse, protaique ou non, pouvan, induira in v,v 0 
la production d'anticorps neutruHsant la proline exogene ou andogana responsabla da 
la pathologia, ou induira in vivo una raponsa immuna callulaira cytotoxique 

L-mvantion concama egalement las compositions pharmacautiquas, compranan. 
das anucorps tals qua dafinis ci-dassus, an association ou non avao un vahicula 
physiologiquement acceptable. 

L-iuvantion sera davantaga iUuatraa a 1'aida da la description detaillee qui suit da 
h synmaaa d W > ammoacidas, a. da peptides bybridea ,as ^tenant, ainsi qua da 
leur activity biologique. 

U saqueno. sur iaquaUa ,aa mvantaurs out tiavaiile dans uu pramiar temps cat. . 
un peptide da itatone H4- (residua 88-99: YALKRQGRTLYG) qui represent «.<. 
epitope T CD4 + immunodontinan. minimum _ par das ceUu.es Th 
ganguo.ma.res da souria immunise contre du uucieosome, structure de base da U 
chromatins formee d'ADN a, des quatia bistones H2A, H2B, H3 a, H4. „ a are 
demontre ces demieres anu.es que .. nucieosome joue uu r61e primordial an tant ■ 
^antigene at mrmunogene dans uue maiadie autoimmune systemique, ,e iupus 
erydramateux d— * qui .ouohe aujourd'bui . minion d'Americams. Ce peptide 
* la reg,on C-t^minale de ■•bistoue H4 a .-impose propria* de na pas «re 

les cenulas Tb generees centre ,a nucieosoma. Des etudes detaiHeas de ca pepL 

™^ " BALB/C " * ''^ ^ m ° d4k d * (--is 

^ T S d '° btenir ^ la refuse ce Jaire T 

* ft™*^™ d'anticorps) dirigeea contra ca peptide. 

La synthase de ptasieurs analogues de ce peptide 88-99 de Hustone H4 a eta 
reahsee en remp,a 5 an, avac sucees different position par W analogue respectif 
NOhaa, selon la nnSthodologie decrita ci-dessous. 
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j) Methodolosie de Synthase 

La synthase decrite ci-apres est celle d'aza-|5 3 peptides ou peptides hybrides 
incluant un ou plusieurs monomeres aza- P 3 amino acides, homologues azotes d'amino 
acides. Les chaines laterales des monomeres mimant les aminoacides sont portees par 
des atomes d'azote qui sont isoelectroniques des CHoc, (atomes d'azote chiraux a 
configuration non fix6e), ce qui leur confere une grande liberte conformationnelle De 
plus, ces monomeres ne possedent aucun centre d'asymetrie de configuration fix6e Le 
positionnement correct de la chaine peptidique dans un site enzymatique se produit a 
la fots par le deplacement d'6quilibres conformationnel et configurationnel. L'action 
d'un tel compose, dim point de vue stereochimique, est equivalente a celle d<un 
melange de diastereoisomeres en equilibre rapide, Interaction avec le site 
enzymatique deplacant l'equilibre vers le plus affine. 

La m6thode de la presente invention permet d'introduire une grande variete de 
chaines laterales, proteogeniques ou non proteogeniques, dans des positions choisies 
D-autres benefices potentiels en resultent 6galement tels qu'une simplification des 
methodes de synthase (suppression des problemes stereochimiques) et une plus grande 
resistance de tels analogues aux squelettes modifies vis-a-vis de Taction des 
peptidases. Ceci permet d'une part de mimer la plupart des aminoacides naturels et 
non naturels et d'autre part d'introduire sur le squelette pseudopeptidique des chaines 
laterales susceptibles de moduler ses caracteristiques biophysiques. ^introduction de 
groupements favorisant le passage de ces analogues a travers les membranes 
cellulaires (chaines lipophiles) ou augmentant leur solubilit6 dans le milieu 
Plasmatic (groupements perfluores par exemple) nous permet de moduler, voire 
d'optimiser la biodisponibilite de ces composts. 

a) Monomeres gza-B 3 -aminn 

^ Deux methodologies de synthese sont utilis6es pour obtenir les monomeres aza- 
0 -ammo acides a partir des hydrazines convenablement substitutes et protegees 
selon la nature des chaines laterales que l'on d6sire mimer. 

" Soit P** bromoacetylation d^v dr ^ine s N ^-disuWtn^ la d6protection du 
monomere orthogonalement protege conduisant a 1'aza B 3 amino acide desire avec des 
rendements de I'ordre de 60-80 %. 
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" D 1 R 1 O R=tBu 

BrCH 2CQ 2 R^ GP. ,A^X HC|0U CF 3 C0 2 H 

H K 2 C °3 S " ° R "R^BT* 

60-95% M H 2 Pd/C 

50-90% -~— 

N°hcL C a H3 CH(CH3) 2 CH 2CH(CH 3 ) 2 CH 2 Ph (CH 2 ) 4 NHBoc 
hGly N"*** N«hVal . N«hLeu N"hPhe N a hLys 

Cette melhode consistent a realiser une . substitution nucleophile puis une 
deprotection a ete pubU6e dans Synlett : New Monomers for Solid Phase Synthesis of 
Hydrazinopeptoides: the Na- Substituted . N p. Protected hydrazinoglycines ^ N<x _ 

Subsututed-NP-Protected hydrazinoglycinals. A. Cheguillaume, I. DoubU-Bounoua, 
M. Baudy-Floc'h, P. Le Grel, Synlett 2000, 3, 33 1-334. 

- Soit par amination reductrir.* At*. r ac ide p lvnvyHq,^ 

Cette methode est une nouvelle methode de synthese des Fmoc-aza-fiWno 
acades (N«haa): A une suspension d'hydrazine substitute Fmoc protegee (leq) dans 
50ml d'EtOH, de 1'acide glyoxylique (l.leq) est ajoute sous agitation. Apres 0 5h, 
NaBH 3 CN (1.2eq) est ajout6 au melange, le pH est ajuste a 3-4 par addition d'HCI 2N - 
apres 0.5h supplemental le pH est ajuste a 1. Apres 10 min dotation le melange^ 
reactxonnel est concentre par evaporation, puis dilu6 par addition de 100 mL d'ac6tate v 
d'ethyle. La solution est lavee successivement par NaHC0 3 (5%) et de la brine puis < 
s6ch6e sur Na 2 SG 4 . Apres evaporation du solvant, on obtient le monomere Fmoc-aza-i 
C ammo acide avec des rendements de l'ordre de 82-87%. 



H ■ • 

GP'%- R1 g! ^-COaH Gp ^ } fl 

H NaBH 3 CN, EtOH, 2N HCI V OH 

60-85% N a haa 
GP=Boc ou Fmoc 

IN n,yr N a hArg 

a-1) Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-N a hGly-OH) 

A une suspension de Fmoc carbazate (leq) dans 50ml d'EtOH, de 1'acide 
glyoxylique (l.leq) est ajoute sous agitation. Apres 0.5h, NaBH 3 CN (1.2 eq) est 
ajoute au melange, le pH est ajuste a 3-4 par addition d'HCI 2N, apre, 0.5h 
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supplemental le pH est ajuste a 1 . Apres 10 min dotation le m61ange reactionnel 
est concentre par evaporation, puis dilue par addition de 1 00 mL d'acetate d'ethyle. La 
solution est lavee successivement par NaHC0 3 (5%) et de la brine puis s 6ch6e sur 
Na 2 S0 4 . Apres evaporation du solvant, on obtient le monomere Fmoc-aza-fl 3 glycine 
5 avec un rendement de 86%. 

mp: 122-124°C. 1 H NMR (DMSO) : 3.75 (s, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, J= 6.8 Hz 
CH), 4.50 (d, 2H, J-= 6.8 Hz, CH 2 ), 6.90 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, Ar), 10.0 
(s, 1H, OH). 13 C NMR (DMSO): 162.90, 144.07, 141.59, 128.06, 127 38 125 44 
120.30, 67.37, 58.00, 47.43. HRMS: (M + ) Calc. pour C 17 H 15 N 2 0 3 295.1082; Tr 
10 295.1083. 

a-2) Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-N a hAsp(OtBu)-OH). 

a-2-1) Fmoc NH-NHCH 2 C0 2 tBu: A une solution de 2.54g de 
Fmoc carbazate (10 mmol) dans 10ml DMF, une solution de 1 .95g de bromoacetate de 
tert-butyl (lOmmol) dans 10ml de CH 2 C1 2 est ajoutee goutte a goutte sous agitation a 
temperature ambiante. Apres 12h d'agitation, le solvant est partiellement evapore et le 
residu est purifi6 par chromatographie sur gel de silice (ethyl acetate / hexane 1/1) 
pour obtenir 2.79g (rendement: 76%) sous forme d'huile incolore qui cristallise 
lentement. 

mp.H4-116°C. 1 H NMR (CDCI3) 1.50 (s, 9H, tBu), 3.61 (d, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 
1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.44 (d, 2H, J= 6.8 Hz, CH 2 ), 6.90 (brs, 1H, NH), 7.20-7.80 ( m> 
13H, ar). " C NMR (CDCI3): 171.55, 162.90, 144.07, 141.59, 128.06, 127 38 125 44' 
120.30, 82.21, 67.37, 53.10, 47.43, 28.42. C 2l H 24 N 2 0 4 368.1736 Calc: Q 68 45- H 
6.57; N, 7.61; Tr., C, 68.56; H, 6.73; N, 7.62. 

a-2-2) Fmoc-N a liAsp(OtBu)-OH : 
Le monomere Fmoc-N«hA sp (OtBu) est prepare en suivant le mode operatoire 
general d'amination reductrice a partir de 1'hydrazine Fmoc NH-NTT^m^.. d6ctit 
plus haut 

87% ; mp: 98-100°C. 1 H NMR (CDCI3): 1.50 (s, 9H, tBu), 3.60 (m, 2H, CH,) 
3.72 (m, 2H, CH 2 ), 4.22 (t, 1H, J = 6.3 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.3 Hz, CH 2 ), 7.20 
(brs, 1H, NH), 7.22-7.84 (m, 8H, ar). 13 C NMR (CDCI3): 171.23, 171 00 158 03 
143.61, 141.76, 128.33, 127.59, 125.33, 120.50, 83.80, 68.19, 59.20, 58.80, 47.49,' 
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28.53. HRMS: (M+) Calc.pour CrfBUtbOe 426.1790; Tr: 426.1790 Anal, calc: C 
64.76; H, 6.15; N, 6.57; Tr, C, 64.84; H, 6.18; N, 6.58. 

a-3) Fmoc aza-B 3 -Methionine (Fmoc-f^hMet-OH) 

a-3-1) Fmoc NH-NHCCH^Me : A une solution de Methyl 
Thio Acetaldehyde Dimethylacetal (5g, 36mmol) dans CH 2 C1 2 , 16ml d'HCl (1%) est 
addxtxonnl Apres agitation a temperature ambiante pendant 0.5h, une suspension de 
Fmoc cabazate (8.38g, 33mmol) dans 100ml de THF est additionn6e. Apres lOmin, lg 
de tamis mol6culaire (4A) est ajoute et le melange est laiss6 sous agitation pendant 
12h. 2.14g de cyanoborohydrure de sodium (34mmol) sent ensuite ajoutes par 
fractions sur une periode de 45min, le pH etant maintenu a 3-4 par addition par une 
solution d'HCl 2N. Le melange est agite pendant 2h supplemental, puis ajuste a pH 
1. Le melange est dilue dans 50ml d'acetate d'ethyle, neutralis6 par NaHC0 3 et lave 
par de la brine. Les phases aqueuses sont extraites par 3x50ml de CH 2 C1 2 Les phases 
organises sont rassembI6es et sechees sur Na 2 S0 4 . Le solvant est evapore et Fhuile . 
obtenue est reprise a V ether de petrole pour donner un precipite de 4.54g (42%) 

mp:132°C. 1 H INMR (CDCI3): 2.15 (s, 3H, CH 3 ), 2.64 (t, 2H, J= Hz, CH 2 ) :i 
3.12(t,2H,./= Hz,CH 2 ),4.25(t, 1H, J= 6.6 Hz, CH), 4.52 (d, 2H,y= 6.6 Hz, CH 2 ), 
6.46 (brs, 1H, NH), 7.25-7.82 (m, 8H, ar), 8.21 (brs, 1H, NH). 13 C NMR (CDCI3V ' 
157.67, 144.05, 141.75, 128.21, 127.51, 125.39, 120.46, 67.41, 50.09, 47.58 32 63 ' 
15.66. Anal calc. pour C 18 H 2o02 N 2 S 328.1245: C, 65.83; H, 6.14; N, 8.54; S 9 74 Tr 
C, 65.90; H, 6.18; N, 8.62; S, 9.69. ' 

a-3-2) Fmoc-N a hMet-OH: * 
Le monomere Fmoc-N«hMet-OH est prepare en suivant le mode operatoire 
general d'amination reductrice a partir de 1'hydrazine Fm^M^d^ 
plus haut 

83%. 'H NMR (CDCI3): 2.15 ( S ,3H,CH 3 ), 2.55 (t ,2H,y= Hz, CH 2 ) 3 15 (, 
2H, J= Hz, CH 2 ), 3.69 ( S , 2H, CH 2 ), 4.20 (t, 1H, J- 6.6 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, /- 
6.6 Hz, CH 2 ), 6.95 (brs, 1H, NH), 7.25-7.82 ( m , 8H, ar), 9.24 (si, 1H, OH). 13 C NMR 
(CDCb): 173.42, 156.02, ,43.87, 141.76, 128.26, 127.54, 125.38, 120.45, 67 54 
59.18, 56.70, 47.56, 30.12, 16.09. HRMS [M+HJ+ ftftftoi Calc: 387.1379- Tr 
387.1379. ' 
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a-4) Fmoc aza-B 3 -Tyrosine <Fmoc-N«hTyr(OCH 2 OEt)-OH) 

a-4-l)4-(ethyloxyme,hyloxy)benzaldehyde: A un melange 
o^hydroxybenza.dehyde (5 g> 0.04. mo.) e. de ,2m. de methane dans 30m. de 
THF est ajoute one so.ution de chloromemy. emy. ether (5.65g, 0.06mo.) dans 20m. 
THF a 0 C et le melange east agite a temperature ambiante pendant 2h Le 
eh.orhydrate de memylamme as, fflfcee, ,a aolvan. est evapore sou, presto rtduite 
poor donner le 4-ethyloxymemyloxy benzaldehyde sous forme d'huile (6 63g 90%) 

'H NMR (CDC1 3 ): 1.30 ft 3H. J- 7., Hz, CH 3 ), 3.70 ft, 2H, jL 7.1 Hz 
CH 2 ), 5.25 (s, 2H, CH 2 ), 7.15-7.80 (m, 4H, ar), 10.10 (s, IH, CHO). 

a-4-2) Fmoc-NH-NHCH^CH.JOCH.OEt : 5.6g de Fmoe 
eabazate (22mmo,) est ajou.6 sous agitato » one so.ution de 4- 
(emy.oxymemyloxy)benzaldehyde (5.3g, 29mmo.) dans 100ml de THF sec i 
temperature ambiante. Apres .Omin, lg de tamis mo.4euU.re (4A) es, a jo u,6 et .e 
melange est ag.,6 pendant lb. !.57g de eyanoborobydmre de sodium (25mmol) es, 
a,oute en 45mm et le pH es. maintenu a « par addition d'une solution d'HC. (2N) 
Apres 2 h dotation, .e pH est ajuste & 1. 50m. d-ae«a<e d'etbyie son. ators 
addmonne et le melange est neutralise par une solution saturfe de NaHC0 3 La phase 
auueuse est extraite par CH 2 C 2 (3x50m.). Lea pbases organises sent seebfos sur 
Na 2 S0 4 et le solvan. est evapore sous presto reduite pour donner une huile qui par 
addition d'&her de p«tro.e donne un prieipM Wane (5.34g, 58%) 

Mp: 1 13-C. IH NMR (CDCI3): 1.30 (t, 3H, J= 7.. Hz, CH 3 ), 3.70 ft, 2H J- 
7.1Hz,CH 2 ,,3.98(d,2H,y- 6.8Hz, CH 2) , 4.25 ft ,H, ,y- 6.8 Hz, CH), 450 (d 
2H, 6.8 Hz, CH 2 ), 5^5 (s, 2H, CH 2 ), 6.30 (taa, ,H, NH), 7.15-7.80 (m, 13H ar)' 
8.21 (brs, IH, NH). 13 C NMR (CDCfe): .57.49, 144.06, 141.76, 130 70 ,28 X9 
^ »"<■ »* -6, 64.65, 55.48, 47.60, 1,53. Ar^ 
C M0> : 418.189 2 . C, 71.74 ; H, 6. 2 7 ; N, 6.70 ; Tr : C, 71.78; H, 6. 29; N, 6.70. 

a-4-3) Fmoc-N-hTyr (OCH 2 OEt)-OH : 
Le monomere Fm„e-N"„Tyr (OCH,OE,)-OH es, prepare en suivant le mode 
operate genera, d'amination reductiice a partir de ."hydrazine trtH . 
iSHOJjjSiWQSHiQELdecrit plus haut 

■H NMR (CDCI3): 1.25 ft 3H, ^=7.0 Hz, CH 3 ), 3.68 (0, 2H , y = 7.0 Hz 
CH 2 ), 3.70 (s, 2H. CH 2 ). 4.05 (a, 2H , CH 2 ), 4. 20 ftlH, ,- 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H ,' 
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/- 6.8 Hz, CH 2 ), 5.26 (s, 2H, CH 2 ), 6.80 (brs, 1H, NH), 7.25-7.80 (m, 8H, ar), 8.60 
(brs, 1H, NH), 9.80 (br s, 1H, OH). 13 C NMR (CDC1 3 ): 173.40, 157.68 156 02 
143.93, 141.74, 131.04, 128.23, 127.55, 125.43, 120.43, 116.73, 93.48, 66.30, 64.68^ 
61.11, 59.00, 47.51, 15.61. HRMS [M + H]+ C 27 H 29 N 2 0 6 Calc: 477.2026- Tr 
477.2023. Anal. Calc: C, 68.04; H, 5.93; N, 5.88; Tr: C, 68.00; H, 5.90; N, 5.87. ' 

a-5) Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N a hArg (Boc)-OH) 

a-5-1) l-tert-ButoxycarbonyIamino-3 5 3-dietho^propane- 

Un melange de di-tert-butyl dicarbonate (9g, 40 mmol.) dans le dioxane (40ml) est 
addition^ goutte a goutte, a une solution, sous agitation et a 0°C, de l-amino-3 3 
die&oxypropane (5.52 g) 37 mmol) ef de Et 3 N (4.04g, 40 mmol) dans 5ml dioxane 
Apres 2h, le m61ange est agite a temperature ambiante 12h puis le solvent est evapord 
L-huile r6siduelle est reprise par lOmL d'eau, acidifiee avec 30ml HC1 (1%) puis 
extraite a 1'acetate d'ethyle (60ml x 3). Les phases organiques sont sechees (M g S04) 
et^porees pour donner 8.89 g de 1-^Butoxycarbony^^ 

lH NMR (CDC1 3 ): 1.20 (t, 6H, J= 8.8 Hz, CH 3 ), 1.40 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 1 60- 
2.00 (m, 2H, CH 2 Q, 3.00-3.80 (m, 6H, OCH 2+ NHCH 2 ), 4.50 (t, 1H, J= 6.4 Hz CH) 
5.05-5.10 (br, 1H, NH). * • 

a-S-2) 3-tert-Butoxycarbonylaminopropanal: Une solution 
de l-tert-Butoxycarbonyl-ammo-3,3-diethoxypropane (8.89g, 36mmol) dans 15ml 
d'acide acetique et 4ml d'eau est agit6e a temperature ambiante pendant 10b, puis 
neutralist par NaHCC,, reprise a Pacfcate d'ethyle et,lav6e a brine. Les phases 
organiques sont evapor6es a pression reduite pour donner 5.17g de 3-tert- 
butoxycarbonylaminopropanal (83%). 

*H NMR ( CDC1 3 ): 1.45 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 2.60-2.80 (t, 2H, CCH 2 ), 3.20-3 50 
(m, 2H, NCH 2 ), 5.10-5.20 (br s, 1H, NH), 9.86 (s, 1H, CHO). 

a-5-3) Fmoc-NH-NH(CH l)3 NHBoc: 5.08g de Fmoc carbazate 
(20mmol) est additionne a une solution sous agitation de 3-tert- 
Butoxycarbonylaminopropanai (3.46g, 20mmol) dans 100ml de THF sec a 
temperature ambiante. Apres lOmin, Ig de tamis moleculaire (4A) est ajoute et le 
melange reactionnel est agite pendant 12h. 1.26g de cyanoborohydrure de sodium 
(20mmol) est ajoute par fractions en 45min. Le pH est maintenu a 3-4 par addition 
d'une solution d'HCl 2N. Le melange est agite pendant 2h supplemental, puis le pH 
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est aju.ee i 1. 50 mL d'acetate d'ethyle sent alors ajoute au mflange, la solution est 
neutralisee par NaHCC,. Le melange est extrai, par CH 2 C1 2 (3x50ml). Les phases 
organiques sont afchees <Na 2 S0 4 ) et le solvant est evapore pour donner u„e huile qui 
onstallise par addition dither de petrole (4.27g, 52%). 

mp: 10l°C. 'H NMR (DMSO) 1.40 (a, 9H, ffiu), 1.50 (m, 2H, CH 2 ), 2.68 (m 
2H, CH 2 ), 2.98 (m, 2H, CH 2 ), 4.24 (,, 1H, , - 6.9 Hz, CH), 4.32 (d, 2H, , = 6 9 Hz' 
CIt), 4.70-4.85 (brs, 1H, NH), 6.78 (brs, 1H, NH), 6. 80 (brs, 1H, NH), 7.25-7.90 (m 
8H, ar). C NMR (DMSO) 157.21, !55.95, 144.18, !42.94, 127.98, 127 64 125 59 
120.46, 77.71, 65.82, 47.08, 38.39, 28.62, 28.21. HRMS oale (y^ «, 2158 ' 
Anal Cale C 22 H 2 ,N 3 0 4: C, 67.12; H, 7.11; N, 10.22. Tn C, 67.22; H, 7.19; N, 10.24. 

a-5-4) Aza-|3 3 -<Boc)homoIyslnate de benzyle 
A une solution d'hydrazine Fmoc protegfe Fmoc-NH-NH(CH 2 l 3 NHBoc obtenue 
lors de 1'etape prfcedente (3.7g, 9mmol) et de 2-bromoaeetate de benzyle (2 66g 
11.6ntmol) dans 20ml de toluine est ajou«e K 2 C0 3 (802mg, 5.8mmol). Le m«ange 
est porte a reflux sous agitation pendant 28h. La solution est fllWe et evaporfe sous 
vnie. Le brut est ohromatographie sur gel de silioe (ethyl acetate/hexane 1/3) pour 
donner 3.02g (60%) dW P >-(Boc)ho m olysinate de benzyle sous forme d'huile qni 
precipite lentement. 

mp: .07-C..H NMR (CDCI3) 1.50 (s, 9H, tBu), 1.62 (m, 2H, CH 2 ), 2.97 (m 
2H, CH 2 ), 3.24 (m, 2H, CH 2 ), 3.75 (m, 2H, CH 2 ), 4.20 (t, 1H, J= 6.9 Hz, CH) 4 50 
(d, 2H, /= 6.9 Hz, CH 2 ), 5.19 (a, 2H, CH 2 ), 6.88 (brs, 1H, NH), 7 . 25 -7.90 (m ,3H 
Ar). >3C NMR (CDC1 3 ) : ,71. 2 3, 156.55, 155.50, 144.13, .41.77. .35.54 129 13 
129.04, 128.84, ,28.14, 127.47, ,25.44, 120.40, 79.38, 67.09, 64.47, 57.63 »»" 
47.67, 38.83, 28.85, 27.83. HRMS cab, : C 32 H 37 N 3 C 6 : 559.2682. Ana, calo' 
C 32 H 37 N 3 0 6 : C, 68.66 ; H, 6.67; N, 7.51. Tn C, 68.59; H, 6.86; N, 7.28. 

a-5-5) Aza-p 3 -homolysinate de benzyle 
A une solution de d-azr.-p^oOhomolysinate de benzyfe (0.56g, Inuno,) dans 
4 mL de DCM, 2 mL de TFA son. ajou«s et la sobmon est agitee pendant 6h a 
temperature ambiante. Une evaporation sous pression riduite conduit a I'aza-B'- 
homolysinate de benzyle (0.41g, 92%) aous forme d'huile. 

a-5-6) Aza-p J -arginate (N-Boc) de benzyle 
Uaza-p 3 -homolysina,e de benzyle (0.18g, 0.40mmol) en solution dans 5ml de 
CH 2 CI 2 est lentement addition^ a une solution de (BocNH) 2 C-NTf (0.16g, 
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0.41ramol) [(BocHN) 2 C=NTf est prepare selon la methodologie de Feichtinger, K; 
Zapf, C; Sings, H.L; Goodman, M. J.Org.Chem. 1998, 63, 3804] et de triethylarnine 
(0.64ml, 0.46mmol). Apres agitation a temperature ambiante pendant 12h, la solution 
est lavee par une solution sature* de NaHC0 3 (25ml) et la phase aqueuse est extraite 
par CH 2 C1 2 (3x50ml). Les phases organiques r6unies sont sechees sur Na 2 S0 4 et 
concentrees in vacuo. Le brut, purifi6 par flash chromatographie (ethyl acetate/hexane 
1/2), conduit a raza-p 3 -arginate (N-Boc) de benzyle 0.23g (85%). 

mp: 70-72°C. 1 H NMR (CDC1 3 ) 1.39 (s, 18H, tBu), 1.60 (m, 2H, CH 2 ), 2.80 
(m, 2H, CH 2 ), 3.32 (m, 2H, CH 2 ), 3.66 (m, 2H, CH 2 ), 4.24 (t, 1H, J= 7.1 Hz, CH), 
4.45 (d, 2H, J= 7.1 Hz, CH^, 5.05 (s, 2H, CH 2 ), 6.95 (brs, 1H, NH), 7.27-7.82 (m, 
13H, Ar), 8.28 (brs, 1H, NH), 11.45( brs, 1H, NH). "c NMR (CDCI3): 171.45, 
170.80, 163.97, 156.57, 153.59, 144.17, 141.73, 135.67, 129.06, 128.91, 128.7^ 
128.09, 127.45, 125.47, 120,34, 83.35, 79.48, 66.93, 60.74, 58.04, 53.89, 47.64, 38.83,' 
28.67, 28.44, 27.45, HRMS Q^NsOg Calcd.701.3424 Anal. Calcd for QaH^jOi 
C, 65.02; H, 6.75; N, 9.98. Found: C, 65.10; H, 6.83; N, 9.98. 

a-5-7) Fmocr^hArgCBoc^OH : 

30mg de Pd/C a 10% sont ajoutes a une solution d'aza-p 3 -arginate (N-Boc) de 
benzyle (0.35g, 0.5mmol) dans 25ml d'ethanol sous atmosphere d'hydrogene. Le . 
melange est agite a temperature ambiante pendant 6h. Le catalyseur est filtr6 sur 
celite. La celite est lave par EtOH (3x15ml) et le filtrat est evapore pour conduire a 
0.26g (89%) d'aza-B 3 -arginine (Nf-Boc) sous forme d'huile qui cristallise lentement. 

M P : 94°C. 1 H NMR (C3DC1 3 ) 1.38 (s, 9H, tBu), 1.39 (s, 9H, tBu), 1.62 (m, 2H, 
CH 2 ), 2.89 (m, 2H, CH 2 ), 3.38 (m, 2H, CH 2 ), 3.60 (m, CH 2 ), 4.14 (t, 1H, J= 7.1 
Hz, CH), 4.40 (d, 2H, 7.1 Hz, CH 2)> 7.27-7.82 (m, 8H, Ar), 7.95 (br s, 1H, NH), 
8.50 (br s, 1H, NH), 11.50 (br s, 1H, NH). » C NMR (CDCI3): 171.35, 170.70, 
163.90, 157.45, 153.57, 143.96, 141.75, 128.18, 127.52, 127.31, 125.44* 120 38* 
83.35, 79.60, 67.42, 58.04, 53.89, 47.61, 38.83, 28.59, 28.46, 27.47. HRMS calc pour 
OmHhNsQi (M+) 611.2955. Tr (M+) 611.2958. Anal. Calc. for C 3l Ht<N s O s : C, 
60.85; H, 6.76; N, 1 1 .45. Tr. C, 60.95; H, 6.78; N, 1 1 .47. 

a-6) Fmoc aza-B 3 -Lysine (Fmoc-^hLys-OH) 

a-6-1) l-tert-ButoxycarbonyIamino-3,3-diethoxybutane: Un 
melange de di-tert-butyl dicarbonate (9.6 g, 40 mmol.) dans le dioxane (40ml) est 
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addmonne goutte a gourte, 4 une solution, sous agitatiou et a 0°C, do l-amino-3 3 
dieftoxybutane (5.9. 37 mmol) « de B , 3N (4 (Mg> ^ ^ ^ ^ ^ 

». le melange eat agite a temperatae ambiante 12h puis .e solvent es, evapore 
Ltale residuelle es, reprise par 10mL d'eau, acidifiee aveo 30m. HC1 (IK) puis 
extraite a .'achate d'emyle (60ml x 3). Les phases organiques son. sechees (MgS04) 
et^vaportes pour donner 9.4 g de l-^-Butexycarbonyl-amino-S.J-diemoxybutaue 

1H NMR (CDCb): 1.20 (,, 6H, J- 8.8 Hz, C Hj ), 1.40 (s, 9H, CCCH,),) , 60- 
• 0 (m, 2H, CH 2 C), 3,5 (m, 2H NCH 2 ), 3.48 (m, 2H, OCH 2 ), 3. 85 (m, 2H o C H ) 
4.45 (t, 1H, J= 6.4 Hz, CH), 4.65-4.70 (br, 1H, NH). 

a-6-2) 3-tert-Butoxyearbonylamraobutanal: Une solution de 
l-tert-Butoxyoamonyl-amino-S^-diemoxybmane (1.61 g , 6.2 mmol) dans 12m! 
d aorde acenque e. 6ml d'eau es. agi.ee a tempemmre ambiante pendan. 5h puis 

"* " NaHC ° 3 ' 4 '■««- «W o. lavee a brine. Les phi 

orgamques son. evaporees a pression reduite pour donner 1.27g d-une huile 
eorrespondan, an 3-.er.-bu.oxy eartonylaminobutena! en equUibre av« ,-hydroxy-2 
pyrrolidine. y 

2H CrT^fZ 3 " 140(S - 9H ' C(CH * > - > ^ (m, 4Il CH 2 ), 3.20-3.50 (m , 
2H, CH 2 ), 5.30-5.40 (br s, 1H, NH), 9.86 (s, CHO). 

,20,™ n , Fmoc - NH - NH ( CH »)< MJBoc: 5.08g de Fmoc carbazate 

(20mmol) es. addmonne a me soMon sous fc 

Butexycarbonylaminobutenai (3.46 a 20mmol) dans 100m! de THF see a temperate™ 
"** ^ 10min> 18 * '»* -*-*h. ajoute e. ,e melange 

reao.onneles.agitependan, 12h. 1.26 g decyanoborohydrurede sodium (20mmol)l 
ajoute par fiaeuons en 45min. Le pH es. maintenu a 3-4 par addition d-une sohtnon 
d HQ 2N. Le metage es. agite pendan. 2b supp.emen.aire, puis le pH es. ajuste a 1 
50 mLd aeetete d-6my,e son. ater* ajoute au me,ang«, ,a solu.ion es. neuMsee par 

7t ™ ZT" ** eXtrai ' ^ (3x50mI) ' ^ organiques son. 

s^bees ^SO a ) e. ,e solvan. es. evapore pour donner une buiie qui eristalEse par 
addition d'ether de petrole (4.27g, 52%). 

84%. ntp: U9-C >H NMR (DMSO): 1.45 (s, 9H, «Bu), ,.55 (m, 4H, 2CH 2 ) 
2.90 (m, 2H, CH 2 ), 3.20 (m, 2H, CH 2 ), 4.25 (t. ,H, J- 6.8 Hz, CH), 4.50 (d 2H j- 
6.8 Hz, CHj), 4.65 (br s, IH„ NH), 6.45 (br s, 1H, NH), 7 . 30 -7.85 (m, 8H, ar) '.3 C 
NMR (DMSO): ,58.53, 156.06, ,44.,3, ,4,.07, ,28.00, ,27.4,, ,25.55, 120.44, 
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77.73, 65.82, 50.05, 47.05, 40.52, 28.58, 27.47, 24.93. Anal. Calc : C 2 <H 31 N 3 0 4 
425.2314 C, 67.73; H, 7.35; N, 9.88; Tr: C, 67.70; H, 7.33; N, 9.87. 

a-6-4) Fmoc-N a hLys (Boc)-OH: 

Le monomere Fmoc-N a hLy S (Boc)-OH est. prepare en suivant le mode 
operatoire gen6ral d'amination reductrice a partir de l'hydrazine Fmoc-NH- 
MICCiy^NIffioc decrit plus haut 

82o/o.lH NMR (CDCI3): 1.45 (s, 9H, tBu), 1.55 (m, 4H, 2 CH 2 ), 3.10 (m, 2H, 
CH 2 ), 3.60 (m, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.8 Hz, CH 2 ),' 
4.80 (br s, 1H, NH), 6.90 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, ar). NMR (CDCl 3 )- 
170.97, 156.49, 156.00, 144.17, 141.76, 128.84, 128.14, 125.48, 120.40, 79.38, 67.04, 
58.00, 56.52, 47.64, 40.53, 28.83, 27.68, 25.01. HRMS C 26 H 33 N 3 0 6 [M + Na]+ Calc- 
506.2267; Tr: 506.2265. . 



b) Synthese peptidiqiifl ; Peptides Hy brids 

Les monomeres decrits ci-dessus peuvent, a l'instar d'un amino acide protege, 
etre int6gr6s dans des positions choisies d'un peptide par synthese sur support solide I 
1'aide d'un automate de synthese a stratdgie Fmoc afin d'obtenir des peptides 
hybrides. lis peuvent egalement etre associds pour conduire a des oligomeres 
constitu6s exclusivement d'unites aza-|5 3 -amino acides. 



La synthese des peptides hybrides a ete effectuee selon le schema sui 



suivant : 
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[ clivage} 

TFA, PhSnol, H 2 0, Thioanisole, EDT H \ "Y/N^^^N^Sf ° H 




La synthase des analogues peptidiques a <§te realisee a 1'aide d'un synthetiseur 
automatique modele PepSyntheziser™ 9050, Milligen, fonctionnant en strategic Fmoc 
en condition de flux continu. Les groupements fonctionnels des chaines laterales des 
Fmoc-aminoacides sont proteg6s par les groupements protecteurs suivants- un 
groupement /-butoxycarbonyle (Boc) pour la Lysine (Lys), .-Butyl (tBu) pour la 
Tyrosine (Tyr) et la Threonine (Thr), triphenylmethyle (Trt) pour la Glutamine (Gin) 
et 2 J 2 ) 4,5,6 9 -pentamemyldihydrobei 12 ofuran-5-sulfonyle (Pbf) pour l'Arginine (Arg) 
Le DMF ne doit contenir aucune amine susceptible de deproteger le groupement Fmoc 
au cours de la synthese et la piperidine utilisee pour les etapes de deprotection est pure 
k 99%. Le diisopropylcarbodimide (DIPCDT) et le 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) 
sont utilises en tant qu' agents de couplage. 

La r6sine (1.00 g) prechargee (a ~ 0.2 mmol/g) par un residu amino acide ou 
aza-p 3 -aminoacide est placee dans le reacteur du synthetiseur, Les couplages sont 
realises avec quatre fois la stoechiom6trie en amino acide ou en aza^aminoacide et 
un temps de couplage de 30 mn, et selon les amino acides ou les aza-^aminoacides 



I 01 UU^UI 
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ubhaes, „ double couplage ou un «emps de couplage de 60 m est necesaaire. Apres 
cheque e,^e de eouplage e. en fin de synthase, .Wmim N . terminale du ^ 

" W& - - * *>% de pipeline 

Le cfivage de I. resine « la d4protection ^ &n 

chaurea derates sent realises simuuanemen, par action du reactif K (82 5 % TFA 5 
/. Phenol, 5 % eau, 5 % thioamsole rt 2 . 5 % 4thaneditUole) u ^ ^ ^ 

»**« ■« — - ^orenrfmane; puia sconce au dessiccateu, Bile eat placee 
dans un ballon puis le cocktail de clivage K fraichement prepare est ajoute et le milieu 
reacuonne est laisae sous agitation pendan, 3 h a temperature ambiante. La aolufion 
contenant le peptide hybride est enauite recuperee par fiction de la resine aur «W 
Apr* evaporation du aolvan, sous preaaion reunite juaqu'a un volume d-environ 2 
■ ml, ^peptide hybride tan, eat iso.e par precipitin dans Father glace e, filtration 
sur fette. n est purine par HPLC aur une colonne phase inverae CIS (250 * 4 6 mm) 
-to » gradient d'emuon (aolvan, A : eau + TFA 0.1 % et solvit B acetonitiue I 

synthases est cmuxolee en spectiometrie de masse par ,a technic ESI L J 
melange acetonitrile / eau (50 / 50). 

avon d,anal08UeS ^ 88 -" * H4 ' »°» **- ««■ 

«« rempiace avec succes differen.es positions, a « renfiaee aelon cetie 

methodologre. Pour example lea monomeres Ala, Leu, Lys, Tyr, Gly on, e,e remplacas 
par leur analogue respectif N«hAIa, N<*hLeu, NCthLys.NahTyr, n^Gly etc .... 

Peptide 88-99 de 11iistoneH4: 

H-Tjor-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-a 

Exemples de peptides hybrides prepares: 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 
88 H 2 N-^ 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

EM + H] = ,440.8 OM^meoriuue- 1440.8) e,pic de Hon dicharge [M+2H]" = 720.9. 
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- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

88 H 2 N-T^-N«.hAJ a -Leu-Ly S -Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-^^^ 

[M + Hf = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de Hon dicharge [M+2HT = 720 9 

- SEQ ID NO: 5 (ou peptide B): 
88 H 2 N-Tyr-N^ 

[M+H] + = 1455.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de I'ion dicharge [M+2HT = 728 4 

- SEQ ID NO: 6 (ou peptide D): 
''W-Tyr-Ala-^^^ 

[M+Hf = 1440.8 ([ M +H ] + theorique = 1440.8) et pic de I'ion dicharge CM+2HT = 720 9 
-SEQIDNO:7: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^lB^ly-Arg-Tte-N tt -hL e u-^^^^ 

[M+Hf = 1455.8 m+ uT theorique = 1440.8) et pic de I'ion dicharge [M+2H]- = 728 4 

-SEQ ID NO: 8: J 

88 

HaN-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-^^^ 

[M + Hf = 1440.8 ([M+ Hr theorique = 1440.8) et pic de I'ion dicharge [M+2H]" = 720 9 
-SEQIDNO:9: J 

'^-Tyr-Ala-Leu-L^^^ 

[M+Hf = 1440.8 ([M + H] + th6orique= 1440.8) etpic de I'ion dicharge [M + 2HT = 720 9 
-SEQ ID NO: 10: J 

88 

H.N-Tyr-Ala-1^-^ 

[M + Hf = 1440.8 theorique = 1440.8) et pic de I'ion dicharge [M+2HT = 720 9 

-SEQ ID NO: 11: 

8 ^ N -Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-<51n^Iy-Arg-Thr-^ 

[M + Hf = 1440.8 ([M-Hf theorique = 1440.8) et pic de I'ion dicharge [M+2HT =720. 
2) Analyses bjologjg ugg 

Les souris BALB/c o„t ete tantunisees avec le peptide parent 88-99 H4 et dans 
les cultures les lymphocytes T de cea souris out etc restinruies avec le meme peptide 
ou avec lea analogues A-E. La proliferation ceMaire a e« nteauree pax incorporation 
de thymidine ttriee et 1'indice de stimulation (IS) par rapport aux puits sans peptide a 
ett calcule. Les tests sont realisea en Wplicat et 1'experience est realisee plusieurs fois 
dans des experiences independantea. Les premiers resultats (voir figure 1) montrent 
qu'un des peptides modify i savoir Panalogue E (IS de 7.7 4 90nM) a une activite 
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analogue, voir superieure selon les experiences, a celle du peptide parent (IS 
90uM). 



Par ailleurs une manip miroir de la precedente a 6te r6alisee, a savoir des tests de 
reponse sur les lymphocytes T de souris injectees avec les peptides modifies et 
simulation ex vivo avec le peptide parent (88-99). Apr* injection des analogues des 
analyses ont ete realisees sur. des cultures de cellules avec lesdits analogues et le 
peptide parent 88-99. On observe les resultats suivants : 

1) les peptides A et D sent immunogenes (induisent des reponses contre le 
peptide homologue) mais sans faction- crois6e avec le peptide parent (voir figure 2). 

2) le peptide E est immunogene et les cellules T generees reagissent par reaction 
croisee avec le peptide parent (voir figure 3). 

Le peptide E croise parfaitement avec le peptide parent 88-99. 

L6gende des figures : 

- Figure 1 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de sonrisBALB/c hnectees 
avec le peptide parent 88-99 de 1Wstone H4 « sous cutanee avec de 1'adjuvan. de 
Freund, et stimulation ex-vivo avec le peptide parent ou ^analogue E • Lfedice de 
stimulation est indique en ordonnee, e, k. differentes concentrations en peptide son, 
mdiquees en abscisse. 

- Figure 2 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de sourisBALB/c injectees 
avec le peptide modifle 88-99 A ou avec le peptide modme 88-99 D de I'histone H4 
en sous cutanee avec de radjuvan. de Freund. L'indice de stimulation eat indique en 
ordonnee, e, les differentes concentrations en peptide sont indiqu6es en abscisse 

- Ftgure 3 : Testa de rtponae anr les lymphocytes T de sourisBALB/c injectees 
avec le peptide modifle 88-99 E de tinstone H4 en sous cutanea avec de radjuvan. de 
Freund. Undic. de atimu.ation es, indique en ordonnee, et les differentes 
concentrations en peptide sont indiqu6es en abscisse. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation de peptides hybrides analogues de peptides ou proteines parents, 
ces peptides hybrides comprenant au moins un residu aza-|3 3 aminoacyle, a savoir : 

- un r6sidu repondant a la formule (A) suivante lorsqu'il est situe en position N- 
terminale, 



H 



(A) 



dans laquelle R represente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 
aminoacides, tels que Fmoc, Boc, ou Z, et.R, represente une chaine laterale choisie 
parmi celles des aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (B) suivante lorsqu'il est situe en position C- 
terminale, 



H (B) 



dans laquelle Ri represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (C) suivante lorsqu'il est situe dans la chaine 
desdits peptides hybrides, 1 



H (Q 

25 dans laquelle R, represente une chaine laterale choisie parmi celles des 

aminoacides, 

pour la preparation: 

- d'un vaccin ou d'un medicament destin6 a la pr6vention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence, dans l'organisme d'un individu, d'une proteine 
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REVENDICAHONS 

1. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, caracterisee en ce qu'elle 
comprend, en association ou non avec nn vehicule physiologiqnement acceptable, un 
peptide hybride analogue de peptides ou proteines parents, ce peptide hybride 
comprenant au moins un residu aza-p 3 aminoacyle, a savoir : 

- un residu repondant a la formule (A) suivante lorsqu'il est sitae en position N- 
terminate, 



O 

(A) 

dans Jaquelle R represente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 
aminoacides, tels que Fmoc, Boc, ou Z, et R, represente une chaine laterale choisie 
pacmi celles des aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (B) suivante lorsqu'il est sitae en position C- 
terminale, 



□ OH 
H (B) 



dans laqueUe R, represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (C) suivante lorsqu'il est sitae dans la chaine 
desdits peptides hybrides, 



^1 o 



dans laqnelle R, reprfsente une chaine laterale choisie parmi celles dee 
aminoacides. 



I CI ViC^^l/l 



iviuui nee it* i 
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• exog*ne ou endog te e, susceptible ^ ^ ^ 

leprc Wd , pparitionet/ouded ^ loppementdecesj)athoiogiesou sedans 

- d'un vacant ou dun medicament deafae a U prevention on an Woman, de 
anao.os.es rm^uan, ,ea molecules dn compfexe majeur dTnstocompatibiute 2 

les r6cepteurs des cellules T, 

- d'nn vacoin on dta medicament deafly 4 la prevention on an Women, de 
pamolog.es assooieea a la prfe enee dans Porgamsme d'un individn dJ^Z 
anaoepdb.ed.e tor eeonnn P a r nn S nsdi tp e P «idehvbnde ^ 

— ^ " """ — -** * — * - - 

2. Utilisation selon la revendication 1 :• 

* de peptides hybrides de formule (I) suivante : 

0) aai-.N^haa^aan-^haao-aap 
dans laquelle : 

- aa,, aa et aa, represent, n„ rtsidu mbtm ^ „„ _ de 
reatdua auunoacylea, corresponds anx residua aminoacy.es presents anx m^ - 

* monomeres aza-0 aminoacyles, analogies aux r^M™ 
— y.ea dement ^enta a .a m«me P ositio„ dana ,e pJ^TZS 
parent dont ,ea ^dea nybridea aont .asna, lesdita monom*! 1 

T - " < A >- «X on (C) indionees dans ,a revendreinT^ 
qu'tla sment reapectivemen, en position N-terminale C , 

monom^ „3 ^ ^ 13 PI ° teme Parent coixeapondent lesdua 

monomeres aza-p 3 aminoacyles, 

- >, m, n, o, et p represented zero, ou nn nombre entier oompria entre 1 et 20 
aous reserve „ue run an moins de m ou de o soi, different de aero et ouT t t 

3. Utilisation selon la revendication i o ^ 
..■epitope 88-09 de mstmc H4 1°! ' ° U 2> ^ ~ * 
NO • 1 ,,„„, ,. P P 6 Parent ' 61 <*™*P°ndant 4 SEQ ID 

' ^ ' » - — - —idea initiaux eat subsume par un Ida 



I CyUC IK? Iv//Wi./UT 
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2. Composition phannaceutique selon la revendication 1, comprenant : 
* des peptides hybrides de fonnule (I) suivante : 

(I) aa r N^aa^-aa,,- l^haao-aap 
dans laquelle : 

- aa,, aa„ et aap representent un residu aminoacyle, ou un enchainement de 
residus arninoacyles, correspondant aux residus aniinoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la prot6ine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- ~N^haa m et r^haao repr6sentent un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou un 
enchainement de residus monomeres aza-p 3 arninoacyles, analogues aux residus 
arninoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 arninoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees dans la revendication 1, suivant qu'ils 
soient respectivement en position N-tenninale, C-terminale, ou dans la chaine desdits 
peptides hybrides, et dans lesquelles Rl est identique a la chaine laterale de 
raminoacide initial du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza-p 3 arninoacyles, 

- 1, m, n, o, et p representent zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que 1'un au moins de m ou de o soit different de zero, et que le nombre 
minimum de residus dans lesdits peptides hybrides de fonnule (I) soit de 4. 

3. Composition pharraaceutique selon la revendication 1 ou 2, comprenant des 
peptides hybrides issus de l'epitope 88-99 de l'histone H4 a titre de peptide parent, et 
correspondant a SEQ ID NO : 1, dont Fun au moins des aminoacides initiaux 'est 
subsume par un residu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un 
medicament, ou vaccin, destine a la prevention ou au traitement du lupus erytheraateux 
diss6mine. 

4. Composition pharmaceutique selon la revendication 3, comprenant des peptides 
hybrides de formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

88 H 2 N-Tvr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 
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analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un medicament, ou vaccin, destin6 
a la prevention ou au traitement du lupus erythemateux diss6mine. 

4. Utilisation selon la revendication 3, de peptides hybrides de formules 
suivantes : 

- SEQ DD NO : 2 (ou peptide E): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys^ 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 
^N-Tyr-AJa-I^-h^^^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 
88 H 2 N-Tyr-I^-1^ 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

! H 2 N-Tyr-N«-hAla-N a -hLeu-Ly S -Arg-Gm^ly-Ar^ 
SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

! H 2 N-Tyr-Ala-Leu^^ 

SEQ ID NO :7: 



88 



88 
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'H 2 N-Tyr-Ala-Leu^ 

- SEQ ID NO: 8: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Ly S -Arg-Gm-Pr.hGly-Arg-Thr^ 

- SEQ ID NO : 9 : 

88 H 2 N-Tyr-AIa^^^ 
-SEQ ID NO: 10: 
^N-Tyr-Ala-Leu^^ 
-SEQ ID NO: 11: 
88 H 2 N-Tyr-Aia-Leu^^ 

5. Utilisation selon la revendication 3 ou 4, du peptide hybride de formule SEQ 
ID NO: 2. 



6. Peptzdes hybrides comprenant au moins un aza-p 3 aminoacide, ces peptides 
hybndes etant des analogues de peptides ou proteines parents, lesdits peptides 
hybndes comprenant au moins un aminoacide initial du peptide ou de la proteine 
parent, 
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- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

t H 2 N-Tjo--Ala-N a -IiLeu-Lys-Arg-GM-G1y-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

'HaN-Tyr-^-hAla-Leu-Lys-Arg-Gln^ly-Arg-Thr-Leu-Typ^ly-OH 99 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

^^N-Tyr-N^hAIa-^-hLeu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

'^N-Tyr-Ala-Leu-^-hLys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-O 
SEQ ID NO : 7 : 

! H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-G1y-Ai-g-Thr-Nr-hLeH-N a -hTyr^ly-OH 99 

- SEQ ID NO : 8 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-N a -hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 9 : 

88 

H 2 N-Tyr-A]a-Leu-Lys-Arg^^ 
-SEQ ID NO: 10: 

88 

H 2 N-Tyr-A.la-Leu-Lys-N a -hArg^ln^ly-Arg-Tbr-l^u-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 1 1 : 

'HzN-Tyr-AIa-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-N^hTyr-Gly-OH 99 
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5. Composition pharmaceutique selon la revendication 3 ou 4, comprenant le 
peptide hybride de fonnule SEQ ID NO : 2. 

6. Peptides bybrides comprenant au moins un aza-0 3 aminoacide, ces peptides 
hybrides etant des analogues de peptides ou proteines parents, lesdits peptides hybrides 
comprenant au moins un aminoacide initial du peptide ou de la proteine parent. 

7. Peptides hybrides selon la revendication 6, de formule (I) suivante : 

(I) aa,- ^haa.n-aan- N^haao-aap 
dans laquelle : 

- aa,, aa„ et aa p represented un residu aminoacyle, ou un enchainement de 
residus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 
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7. Peptides hybrides selon la revendication 6, de formule (I) suivante : 

(0 aaj-N^haam-aan-I^haao-aap 
dans laquelle : 

- aa,, aa. e, aa p representent un rfsidu aminoacyle, ou un enchataemen, de 
r*s>dus aminoacyies, cnnespondarrt aux residua aminoacyies presents aux mtaes 
portions dans !e peptide ou la proteine parent don, les peptides hybrides sont issus, 

- N«haa„, et N«haa„ representent un residu monomere aza-p 3 aminoaeyle on 
un enchase* de residua monomeres aza-p> aminoacyies, anaiogues aux residus 
anunoacy,es initialemen, presents a !a memo position dans 1e peptide ou la proline 
parent dont .es peptides hybrides sonfissus, iesdits monomeres aza-p> aminoacyies 
repondan, aux fcrmules (A), (B), ou (Q fadiquees dans .a revendication 1, suivan. 

■ qu-Os aoien, respeetivenxent en position N-tenninale, C-tenninale, on dans !a chaine 
desdrts peptides hybrides, dana lesouelles R, es. identiaue * la chaine tat^e de 
1 annnoao.de utitta. du peptide on de .a proteine parent annuel corespondent lesdits 
monomeres aza-|r aminoacyies, 

- I. m, n, o, et p reprfsentent zero, on un nombre entier eompris entre 1 et 20 ' 
sous reserve one 1-un an m0 ins de m ou de b son different de z*o, „ue ,e nombre I 
munmum de rtsidus dana lesdits peptides hybrides de fonnuie 0) soi. de 4, e. run an '* 
moms de 1, n, ou p soit different de zero. 

8. Peptides hybrides selon la revendication 6 ou 7, de fonnules suivantes • 

- SEQ ID NO: 2 (ou peptide E): 

! H2N-Tyr— Ala-Leu-Lys-Arg-Gln^ly-Arg— Thr^ 
SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

5 H 2 N-Tyr-Ala-N«.hLeu-Lys-Arg-Gm-Gly-Arg-Tb^^^^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 
88 H 2 N-Tyr^^ 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

88 

H ^-^-'^^-h 1 ^Ly S _Ar g ^ 1 n^Iy-Ar^Thr-r^_TyM 3 ly.OH» 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

^N-Tyr-AIa-Leu^-hL^^^ 
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- N a haa m et N*haao represented un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou ua 
enchainement de residus monomeres aza-P 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees dans la revendication 1 , suivant qu'ils 
soient respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine desdits 
peptides hybrides, et dans lesquelles R, est identique a la chaine laterale de 
l'aminoacide initial du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza~p 3 aminoacyles, 

- 1, m, n, o, et p represented zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que l'un au moins de m ou de o soit different de zero, que le nombre 
minimum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4, et l'un au 
moins de 1, n, ou p soit different de zero. 



8. Peptides hybrides selon la revendication 6 ou 7, de formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gta^ 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

88 H 2 N-Tyr-Ala-]>r-hLeu-Lys^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

88 

H 2 N-Tyr-N a -hAla-Leu-Lys-Arg--Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

^HjN-Tyr-N^hAIa-N*^^ 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-N^^ 

- SEQ ID NO : 7 : 

88 

H 2 N-Tyr-A]a^u-Lys-Arg-G^^ 
-SEQIDNO:8: 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-<}m-N a -hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 9 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-Gly-N a -hArg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
-SEQ ID NO: 10: 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-N a -hArg^^ 
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SEQ ID NO: 7: 
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H 2 N-Tyr-Ala-Le^^^^ 
SEQ ID NO : 8 : 
^N-Tyr-Ala-U^^^ 
- SEQ ID NO : 9 : 



88- 



H 2 N-Tyr-Ala-Leu-^^ 
-SEQ ID NO: 10: 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Le^^^ 
- SEQ ID NO : 1 1 : 

88 H 2 N-TyT-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-^ly-Arg-Thr-L^^^ 

9. Peptide hybride selon 1'une des revendications 6 a 8, de formule suivante- 
' - SEQ ID NO: 2 (ou peptide E): 

88 

ftN-Tyr-Al^Uu-Lys-Aig^ljMSl^Ar^Thr-^-hLau-Tyr-Gly-OH 5 ' 

10. Anticoma anti- hybrides polyclonal ou monoclonaux eels qu'obtenus par 
mununrsation d^n anima. avec au moi* m pepade hybrfde ^ ^ 
reveamcations 1 a 9, .eadits antics etan, susceptiMes fomer „ ^ 

ces peptides hybrides, et/ou avec lea peptides ou primes parents correspondant a ces 
dermera, a, caracteriscs e„ ce qulls reconnaissen. ,e peptide parent ou la proteine 
pamnte avec una affinite au moins 6ga,e a oeUe preaeu.ee par lea antics anti- 
pePUde pareu. ou anti-proteine parente via a via du peptide pareu, ou de la proline 

11. Anticorps anti-idiotypes susceptibles de former un complexe avec lea 
anticorps seion .a revendication 1 0, ,.,a qn'obtenus par immuniaation dim anima. avee 
lesdits anticorps selon la revendication 10. 

12. Compiexe eutre uu peptide hybride tel que defmi dans r„ne des 
revendmations . a 9, « uu element du complexe d'histocompatibiute majeur (eneore 
destgne complexe MHC-hybride), e. eventuellemen, uu rfcepteur de oelIu.es T 
(encore design* complexe MHC-hybride-recepteur T>. 
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- SEQ ID NO : 1 1 : 

88- 



H 2 N-Tyr-AJa-Leu-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Thr-Leu-N a -hTyr-Gly-OH 99 

9. Peptide hybride selon 1'une des revendications 6 a 8, de fonnule suivante: 
- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

S8 

H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg^lu-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 

10. Anticorps anti- peptides hybrides polyclonaux ou monoclonaux tels 
qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un peptide hybride defini dans 
Tune des revendications 1 a 9, lesdits anticorps ftant susceptibles de former un 
complexe avec ces peptides hybrides, et/ou avec les peptides ou prolines parents 
correspondant a ces derniers, et caracteris6s en ce qu'ils reconnaissent le peptide parent 
ou la proteine parente avec une affinite au moins egale a celle pr6sentee par les 
anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis a vis du peptide parent ou de la 
proteine parente. 

11. Anticorps anti-idiotypes susceptibles de former un complexe avec les 
anticorps selon la revendication 10. tels qu'obtenus par immunisation d'un animal avec 
lesdits anticorps selon la revendication 10. 

1 2. Complexe entre un peptide hybride tel que defini dans 1'une des revendications 
1 a 9, et uu 61ement du complexe d'histocompatibilit6 majeur (encore designe complexe 
MHC-hybride), et eventuellement un r6cepteur de cellules T (encore designe complexe 
MHC-hybride-recepteur T). 

13. Complexe entre un peptide hybride tel que defini dans 1'une des revendications 
1 a 9, et un recepteur de cellules T. 

14. Methode de diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence dans 
l'organisme d'un patient, d'une prot6ine exogene ou endogene, susceptible d'etre 
directement ou indirectement impliquee dans le processus d'apparition et/ou de 
developpement de ces pathologies, caracterisee en ce qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient susceptible 
d'etre porteur d'anticorps diri g 6s centre ladite proteine, avec un peptide hybride tel que 
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13. Compile entre un peptide hybride w que dffinj ^ ^ ^ 
revendications 1 4 9, M un rfcepteur de cellules T. 

14. Methode de diagnostic in vitro de pathologies assocMes a h pr&ence ^ 
lorganrsnte d'un patient, d'une proline exogene ou endogene, susceptible d'etre 
dnectaen, ou indigent imptionee dans ,e processus d'apparition et/ou de 
dSveloppement de ces pathologies, caracterisee en ce qu'elle contend- 

- U mise en contact d'un echantillon bioiogique provenan. d'un patient 
suscepti ,e d'etre porteur d'anticotps diriges contie ladite proteine, avec un peptide 
hybnde tel que defini dans rune des .venditions i » 9, w pepHde by J c ^ 
rssu de ton, ou partie de iadite proteine endogene ou exogerte, ou issu d'un peptide 
susce P tib,e d'etre reconnu par des anticotps reconnaissant eux-ntetnea „ p L«ine 
. exog&ie ou endogene, 

dans dea conditiona perntettan. ,a reaction entie les anucorpa diriges centre .a 

Tu, r* 1 ""* d ' e,re pr&en,s *" i,6 ° hmm °» * >• ™* 

peptide hybnde; 

l'etape pr6c6dente ou * 

- la detection in vitro d'anticotps circulants che 2 le patient par un test de 
competitonenutitisantunanticoipsanti-hybride. " 

15. Methode de diagnoatic in vitro de patitologies associees a la presence dana 
lorg^usnte dun patient dune proteine exo gte e on endogeoe, susceptib.e d'etre 
d.ret.entent on tndirectentent ta pti, ufe dana le processus d'apparition etiou de 
^elopp^en. de ces pa.holog.es, ,adi te u^ itmt en ^ ^ 

- k ntiso en contact d'un fchantillon bioiogique provenant d'un patient 
susceptible d,tre porteur de .adite proline, avec run an nroins des anticotps s L 
—0. !0, les anticotps etan. avantageusentent dirigea contie I peptide 
hybrtdetssudetontoupartiedeladiteproteineendogeneouexogene ou 

dans des conditions perntettan. la reaction entie la proteine susceptible d'etre 

ZT. TJ" loa biolosique ' et les susdits *** — - -* 

peptide hybnde; 
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dean dans Ym, des revendica«i 0 ns 1 i 9, ledi. peptide hybride etant issu de tout ou 
parue de Mite proline endogene ou exogtae, ou issu d'un peptide susceptibte d'etie 
reconnu par des anlieorps reconnaissan, eux-mtaes la proline exogene ou endogene 

dans des eonditions permettaut la reaction entre les antieorps diriges centre' la 
proteute et susceptible* d'etre presents dans Peohanfflon biologique, e, .e susdi. peptide 
hybnde; * 

- la detection in vitro du complexe antigene / antieorps susceptible d'etre forme a 
1'etape prec6dente ou 

- la detection in vitro d'anticorps circulants che 2 le patient par un test de 
competition en utilisant un antieorps anti-hybride. 

15. Methode de diagnostic in vit,-o de pathologies associees a la presence dans 
lorganxsme d'un patient d'une proteine exogene ou endogene, susceptible d'etre 
dn-ectement ou indirectement impliquee dans le processus d'apparition etfou de 
developpement de ces pathologies, ladite methode etant caracteris6e en ce qu'elle 
comprend: 

- la mise en contec, d'un echanfflon biologique provenan, d'un pauen, susceptible 
den. porteur de ladite proteine, avee .'un an moins des antico-ps se,on la tevendication 
10, les anbeotps «an, avantageusemen. diriges centre un peptide hybride issu de ton, on 
parte de ladite proteine endogtee ou exogtee, ou 

dans des conditions pemtenan. la faction entre la protime susceptible d'8tie 
P-sente dans .fehantiUon bioiogique, e, les susdite antieorps diriges contre .e susdi, 
peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigene / antieorps susceptible d'etre forme a 
1 etape prec6dente, ou 

- la detection d'antigenes cheulante chez le patien, dar* des teste de competition 
en ntihsan, nn peptide hybride te] que defini dans 1'une des tevendications 14 9. 

1«. NSceaaaire ou ki, pour la mise en oenwe de ntethodea de diagnostic in vitro 
selon la revendication 14 ou 1 5, comprenan,: 

- un peptide hybride iaau de ,out ou partie de .a proteine endogene on exogtae on 
correspondent a un peptide susceptible d'tee reconnu par des antieorps reeonnaissan, 
eux-nrtaes la proteine exogtoe ou endogene, ou bien des antieorps se,on la 
revendication 1 0, diriges contre ce peptide hybride; 
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p P nyonde tel que defini dans I'une des revindications 1 i 9. 

K. Necessaire nu kit pour h mise en oeuvK de 
selon la revendioationl4 ou 15, comprenant: 

- un peptide hybride issu de tout ou parte de la proteine endogene ou exoaene 
ou correspond^ a un peptide susceptible d'etre reccnnu P TZZ 
reconnaissant eux-memes la nm** P des aabx *W 

* , re.ndica.on " "* * — ' 

. innnnno^r 5 ^ ~ 4 * — » — — 

produ": tst TT " " * ^ ' — « ■ 

P ami a L issue de la reaction irnmunologique lesdite rf^thV 

«—-«— - -oueur „„ etant susceptib.es d'etre t^ltT 

anb-hybridessusmentionnesnesontpastnarques.: 

17. Composition pharmaceutic notamment vaccin, caracttrisee en ce „ ■ „ 
comprend un peptide hybride « q ue defini dans rune des rev^ZTi 

selonlarevendicationll ■ V6ndlCatl0ns 1 4 9 > « un anticoips anti-idiotype 

19. Composition phannaceutique, caracterisee en ce qu'elle com™, a „ 

anticorps selon la revendication 10 en • ? ** 

nh^oi.i • » n association avec un vehicule 

physiologiquement acceptable. venicule 
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- des r6actifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immunologique; 

- des reactifs permettant de detecter le complexe antigene / anticorps qui a ete 
produit a Tissue de la faction immunologique, lesdits reactifs contenant eventuellement 
un marqueur ou 6tant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un reactif marque, plus 
particulierement dans le cas ou le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
susinentionnes ne sont pas marques. 

17. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un anti-idiotype selon la revendication 11, en association ou non avec un 
vehicule physiologiquement acceptable. 

18. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend un peptide 
hybride tel que defini dans l'une des revendications 1 a 9, ou un anticorps anti-idiotype 
selon la revendication 1 1, associes a une molecule porteuse, proteique ou non, pouvant 
induire in vivo la production d'anticorps neutralisant la proteine exogene ou endogene 
responsable de la pathologie, ou induire in vivo une reponse immune cellulaire 
cytotoxique ou auxiliaire. 

19. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
anticorps selon la revendication 10, en association avec un vehicule physiologiquement 
acceptable. 

20. Precede de preparation d'aza-p 3 aminoacides caracterise en ce qu'il comprend 
une 6tape de traitement de lnydrazine substitute et prot6gee de formule (D) suivante : 

H 

GP N 

H (D) 

dans laquelle R reprdsente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, le cas echeant protegee, et GP un groupe protecteur des fonctions amines, 
tels que Boc, Fmoc, ou Z, 
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20. Precede de preparation d'aza-p 3 aminoacides caracterise en ce qu'il 
comprend una 6tape de traitement de hydrazine substituee et protegee de fonnule (D) 
suivante : v ' 



H 

R 

GP N 
H 



CD) 



dans laquelle R represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
annnoacxdes, le cas echeant protegee, et GP un groupe protecteur des fonctions 
amines, tels que Boc, Fmoc, ou Z, 

avec de 1'acide glyoxylique sous agitation en presence de NaBH 3 CN en milieu 

SC1C16, 

ce qui conduit en une etape au compose azaH3 3 anunoacide de fonnule 
N OH 

dans laquelle R et GP sont tels que definis ci-dessus, ledit compose pouvant le 
cas ecneant e*e deprotege, notamment a 1'aide de HC1, de pyridine, ou d'hydrogene 
pallad ie , afin d'eliminer le groupe GP et le remplacer par H. 

21. Aza-p 3 aminoacides de formules suivantes : 
Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-lsrhGly-OH), 
Fmoc aza-]3 3 -Lysine (Fmoc-^hLystBo^-OH), 
Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-N^hAspCOtB^-OH), 
Fmoc aza-J3 3 -Methionine CFmoc-lsThMet-OH), 
Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N°nArg (Boc)-OH), 
Fmoc aza-J3 3 -Tyrosine (Fmoc-N«hTyr(OCH 2 OEt)-OH). 
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avec de I'acide glyoxylique sous agitation en presence de NaBH 3 CN en milieu 

acide, 

ce qui conduit en une etape au compose aza-P 3 aminoacide de formule 



5 




OH 



dans laquelle R et GP sont tels que definis ci-dessus, ledit compos6 pouvant le cas 
echeant etre deprotege, notamment a l'aide de HC1, de piperidine, ou d'hydrogene 
palladia, afin d'elirniner le groupe GP et le remplacer par H. 

10 

21. Aza-p 3 aminoacides de formules suivantes : 
Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-l^hGly-OH), 
Fmoc aza-B 3 -Lysine (Fmoc-^hLysOBocJ-OH)., 
Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-N a hAsp(OtBu)-OH), 
1 5 Fmoc aza-fi 3 -Methionine (Fmoc-lS^hMet-OH), 

Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-KPhArg (Boc)-OH), 
Fmoc aza-13 3 -Tyrosine (Fmoc-lsrhTyrCOCHaOEty-OH). 
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22.5 uM 5.6 pM 



1.4 pM 
concentration 



0.35pM 0.08 pM 0.02 pM 















90 pM 
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Mi 



22.5 jjM 



5.6 pM 




its* * 



0.35 pM 
concentration 



0.08 pM o.02 pM 



OpM 



Figure 1 
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Tests de reponsa ^sur les lyrnp| jocytes T de souris BALB/c injectees avec le peptide (A, modm7 
(H4) en sous cutanee avec de I'adjuvant compret de Freund , 
stimulation avec: 



6 
4 
2 

0 • 



90 pM 



if 



30 uM 



El Peptide (A) modifie 
5188-99 (H4) 



BJ. 



10 uM 



•3pM 
concentration 



1pM 



0.3 pM 



0.1 pM 



Sfmodm^S^n " r lvl Z Ph ° CytSS T de SOUris BALB/C ,n J ect ^ avec le peptide 
(D) mod.fie (H4) en sous cutanee avec de I'adjuvant complet de Freund, stimulation 

avec: 



m Peptide (D) modifie 
B 88-99 (H4) 




Figure 2 



3/3 



CO 



El Peptide (E)modifi6 
(H4) 




3 pM 
concentration 



0.1 pM 



Figure 3 



J 



LISTE DE SEQUENCES 
<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIPIQUE 

<12 0> ANALOGUES PEPTIDIQUES COM PRENANT AU MOINS UN RESIDU AZA-BETA3 -AMINOACYLE 
ET LEURS UTILISATIONS , NOTAMMENT EN THE RAP IE ' 

<13 0> IFB 03 AQ CNR AZA3. 

<160> 11 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 : 



<210> 


2 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artif icielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(10) . . (10) 


<223> 


Na lpha - hLeuc ine 


<400> 


2 



Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Tyr Gly 
1 5 io 



<210> 


3 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(3) . . (3) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<400> 


3 



Tyr Ala Xaa Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



<210> 4 



Page 1 



12 
PRT 

Sequence artif-icielle 
Peptide hybride 



MIS COFEATURE 
(2) . . (2) 

Nalpha-hAlanine 



4 

Tyr Xaa Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
5 10 



<210> 5 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

< 2 2 1 > MIS COFEATURE 

<222> (2) . . (2) 

<223> Nalpha-hAlanine 



. <211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



<400> 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (3) . . (3) 

< 2 2 3 > Na Ipha - hLeuc ine 



<400> 5 



Xaa Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 



<210> 


6 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(4) . . (4) 


<223> 


Nalpha - hLys ine 



<400> 6 



Tyr Ala Leu Xaa Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
5 10 



Page 2 



<210> 7 

*<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<22 3> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (10) . . (10) 

<22 3> Nalpha-hLeucine 



<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (11) . . (11) 

< 2 2 3 > Na lpha - hTyr o sine 



<400> 



Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Xaa Gly 



10 



<210> 8 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (7) . . (7) 

< 2 2 3 > Nalpha -hGlyc ine 



<400> 8 



Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Xaa Arg Thr Leu Tyr Gly 



10 



<210> 9 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<2 23> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (8) . . (8) 

< 2 2 3 > Nalpha - hArginine 



<400> 9 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Xaa Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



Page 3 




<210> 


10 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride • 


<220> 




<221> 


MISC FEATUPJS 


<222> 


(5).. (5) 


<223> 


Nalpha-hArginine 


<400> 


10 



Tyr Ala Leu Lys Xaa Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 



<210> 11 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

. <221> MIS COFEATURE 

<222> (11) . . (li) 

< 2 2 3 > Nalpha -hTyros ine 



<400> 11 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Xaa Gly 
5 10 



Page 4 



a moTJTi/T 

MATIOUAt 08 
LAPOOPRt&tl 
IMOUSTRISLLC 



fBHEWET B'i NVENTION 
CERTSFiCAT D'UTIUTE 

Code de la propriete intellectuelle - Uvre VI 




N° 11235*02 



D£PARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 Telecopie : OJ 42 94 86 54 



Vos inferences pour ce dossier 

ifacuUaUf) 

N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 
TITRE DE (.'INVENTION (200 caracteres 



DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° J. . / .| • 
(Si le demandeur n'est pas I'inventeur ou ('unique inventeur) 

Cet imprlmg est a remplir lisiblement a I'encre noire 



OB 113W/260S99 



ou espaces maximum) 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 



F-75794 PARIS CEDEX 16, France, ee 



Pr enoms 
Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'apparten ance (facultatif) 
Nom 



_Prenoms 
Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



| Societe d'appar tenance (facultatif) 
Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Soctete d'appartenance (fac ultatif) 
I DATE ET SIGNATURES ) 

DU (DES) DEMANDEUR(S) 

OU DU MANDATAIRE 
[ (Nom et qualite* du signataire) 



>AUUY FLQC 9 H 
Michele 

2bis,rueMoreaude Jonnes, 



35000 RENNES 



BUSNE L 
Olivier 
La Bourreliere 



I 



50140 FONTENAY 



MULLER 
Sylviane 
1 1, rue Beethoven 



67000 STRASBOURG 

Paris, le 26 novembre 2003 

Charles Demachy - Mandataire 
422.5/PP170 



13 ' 0i "° 7S -1> °" 6 Janvier 1978 relative a Hnforrnatique. aux fichiers et 




aux liberies s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 



PCT/FR2004/001467 




This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ jMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
CJ^ADED TEXT OR DRAWING 




BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 
LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



